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摘要 本 文采 用 紫外 分 光 光 谱 ， 对 4-DNA 形成 三 螺旋 DNA、 兴 状 DNA 等 变异 结构 的 条 件 和 特 
性 进行 了 探讨 。 结 果 表明 ， 三 链 办 状 DNA 的 Tm 值 为 73.5C ， 高 于 双 螺 旋 DNA (43.5+0.5C) 和 三 
螺旋 DNA (24+0.5SC) 的 Tm 值 ; 较 低 的 pH 值 (4.4》 和 较 高 的 复 性 温度 (43 人 左右 ) 有 利于 三 链 辫 
状 DNA 的 形成 。 
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关于 三 链 DNA 的 研究 ， 从 1957 年 Felsenfeld 等 首次 提出 后 ， 由 于 其 可 能 在 重 
”组 、 转 录 的 启动 和 终止 ， 染 色 体 的 构 型 和 包装 以 及 成 为 与 诱 变 剂 或 致癌 剂 的 反应 位 点 等 
方面 发 挥 重要 生物 学 作用 ， 现 已 成 为 前 沿 课题 之 一 (Moffat 等 ，1991) 。 

所 谓 三 链 -DNA， 是 指 由 3 条 核 苷 酸 链 以 氢 键 结合 方式 而 形成 的 一 种 DNA 分 子 ， 
通常 的 三 链 DNA 是 第 3 条 核 苷 酸 链 插入 到 W-C 双 螺 旋 结构 的 大 沟 中 ， 平 行 或 反 平行 
缠绕 在 一 起 形成 ， 称 三 螺旋 DNA (Moffat 等 ，1991); 或 3 条 核 苷 酸 链 以 辫 状 形式 结 
合 而 成 ， 称 辫 状 DNA ( 白 春 礼 等 ，1990; Bai 等 ，1993) 。 | 

白 春 礼 等 人 (1990) 采用 STM (隧道 扫描 显微镜 ) 观察 到 噬菌体 4-DNA (Hind 
亚 ) 的 一 种 变异 结构 ， 获 得 了 办 状 DNA 图 象 。 这 是 世界 上 首次 观察 到 变异 三 链 DNA 
分 子 的 真实 结构 。 本 文 作者 通过 Tm 测定 ，DNase 工 酶 切 ， 凝 胶 电泳 ， 荧 光 光 谱 等 方 
法 ， 进 一 步 证 明了 人 -DNA 办 状 结构 的 存在 ， 得 知 其 Tm=73.5C， 对 酶 有 抗 性 ， 分 子 
片段 大 于 2000 bp 等 性 质 ( 曹 恩 华 等 ，1993)。 为 了 更 好 地 了 解 因 状 DNA 的 形成 条 件 
和 特性 ， 本 文 主要 报道 了 4-DNA 办 状 结构 形成 的 UV 谱 研 究 结果 。 


材料 和 方法 
一 、 试 剂 Lambada DNA-Hind 亚 (Fragment Sizes: 23130，9416，6557， 
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45 2322,. 3027, 564，125) 华美 生物 工程 公司 生产 ， 0.50 pg/ Hl,， 50 jg 包装 。 

消毒 三 重水 (pH 6.0) 。 | 

二 、 方 法 将 新 购 1-DNA 直接 用 2.5 ml 无 菌 水 (pH 6.0) 稀 至 19.33 ug/ml; 
或 按 白 春 礼 等 (1990) 的 方法 加 热 (100 》15 mi 徊 , ;然后 快速 冷却 到 0C ， 再 用 
2.5 ml 无 菌 水 (pH 6.0) 稀 至 19.33 jg/ ml。 将 上 两 溶液 分 别 测 其 O.D 值 ， 随 温度 的 
变化 ， 观 察 DNA 的 熔点 (Tm) 变化。 样品 在 石英 比 色 杯 (1 cm) 中 密封 ， 紫 外 光谱 
的 测定 在 Hitachi U3200 紫外 分 光 光 度 计 上 进行 。 配 有 一 个 可 调 恒 温 加 热 装置 ，1 一 
2C / min。4~-DNA 完全 变性 后 ， 用 HCI 溶液 将 pH 降低 到 4.4 再 测 0.D 一 TC 曲线 ， 
并 在 1SC、30C 和 43 忆 进行 复 性 ， 然 后 在 Am nm 从 15C 到 100C 观察 Tm 变化 ， 判 断 
三 链 的 形成 。 

UV 仪器 条 件 : 比 色 杯 1 cm， 扫 描 速 度 600 nm / min， 狭 过 4.0 nm， 响应 中 ， 
参 比 : 无 菌 水 。 本 文 温度 均 已 校正 。 


一 、 未 变性 1-DNA 的 UV 说 测定 结果 将 +~DNA 用 无 菌 水 (pH 6.0) 配 成 


。 hoeo ss 的 相对 增加 (96)》 二 
Aseonm 





18 一 86 96 | 6 26 46 68 85 
温度 (C) 温度 〈C) 
1 4-DNA (pH 6.0) 的 Tm 曲线 (-x-x-)  、 图 2 变性 样品 (pH 6.0) Tm 曲线 (一 x 一 x 一 ) 
和 4-DNA (pH 4.4). 的 曲线 (- .一 .一 ) : 和 变性 样品 pH 6.0 降 至 4.4 时 . 
| Tm 曲线 (一 一 … 一 ) 

Fig. 1 . Tm curve for 4~DNA (pH 6.0) Fig. 2 Tm curve for denatured 4-DNA 

(一 x 一 x 一 ) (pH 6.0) (一 x 一 x 一 ) 

and Tm curve for 4-DNA and Tm curve for denatured 4~DNA 
(pH 44) (一 一 一 ) (pH 4.4) (一 一 一 ) 


19.33 jg/ ml， 在 室温 下 (15C ) 测 UV 谱 ， 最 大 吸收 峰 为 258.0 nm， 


增刊 


Azg0 tm 二 0.4052 Abs. ; 

将 上 述 样品 从 15c 逐 渐 加 热 到 1 100¢., a nm 一 TC 曲线 ， 见 图 1 从 图 中 可 
知 ，j-DNA 的 熔点 Tm= 43.5+ 0.5C ， 变 性 后 Azoo wm 值 为 : 0.5625 Abs 
(19.33 ug/ ml)， 增 色 38.82%。 在 整个 熔 解 过 程 中 ， 最 大 吸收 峰 变 化 很 小 : 258.0+ 
0.5 nm。 当 4-DNA 溶液 的 pH 为 4.4 或 7.0， 其 最 大 吸收 峰 Mnm 和 Tm 值 基 本 不 变 。 
图 地 是 pH4.4 时 的 Tm 曲线 。 

、 变 性 1-DNA 的 UV 谱 测 定 结果 按 白 春 礼 等 (1990) 方法 制 取 变性 
i-DNA, 再 用 .pH 6.0. 无 苦水 稀 至 19.33 Mg/ ml。 将 此 溶液 在 15C 测 UV 谱 ， 最 大 吸 
收 峰 Xnm= 258.1 nm，Azeo sm == 0,5128 人 Abs。 此 值 比 DNA (pH 6.0). 完全 变性 后 
A2z6 om 小 9.7%， 说 明 该 生 -DNA 溶液 没有 达到 完全 变 性 成 单 链 DNA 的 状态 。 此 时 冷 
却 -(0C) 后 的 溶液 中 单 、， . 双 链 共存 ， .并 且 含有 其 它 DNA 变异 结构 。 将 其 进 一 此 直到 
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测 Aio um 将 看 到 表明 上 述 儿 种 状态 的 曲线 牙 迁 ， 见 图 2a: 


由 图 2a 可 见 ， 比 较 明显 的 温度 唉 迁 有 3 处 : 

1. Tm=24.0+0.5C， 可 能 为 三 螺旋 DNA 的 第 
3 条 链 从 W-C 双 螺 旋 的 大 沟 中 熔 解 下 ， 在 43C 
时 ， 三 螺旋 的 W-C 双 螺 旋 也 解 开 成 单 链 。 这 与 


Pilch 等 (1990) 的 三 螺旋 人 


一 致 。 

2. Tm=43.0+0.5C, 双 曙 旋 DNA 的 熔点 ; 

3. Tm= 73.5+ 0.5C ， 辩 状 三 链 DNA 的 熔点 ， 
它 比 三 螺旋 DNA 具有 更 高 的 热 稳定 性 ， 

三 ;pH 对 变性 ;1-DNA 溶液 UV 谱 的 影响 “将 
上 述 在 100 高 温 下 完全 变性 成 单 链 的 4-DNA 溶 
液 快速 冷却 保持 单 链 状 态 ， 然 后 用 HCI 将 pH 从 6.0 
调 至 4.4, 由 15 人 CC 加 热 至 100C， 观 察 其 变化 : 


1. 15 亿 下， 刚 开始 加 入 HCl 时 ，O.D 值 略 有 上 = 
升 ， 随 后 短 时 间 ( 几 分 种 ) 内 又 下 降 为 起 点 ， 这 可 ， 


能 由 不 同 pH 时 DNA 有 不 同 消光 系数 所 致 ; 
“2， 随 温度 的 升 高， 溶液 的 O.D 值 上 升 ， 在 
32 左右 达到 最 大 值 (其 Tm=24C ); 然后 随 温 度 


的 上 升 而 下 降 ， 到 43 一 53 思 达到 最 小 值 。 此 时 最 大 : 


吸收 峰 红 移 (最 大 可 达 280 nm)， 此 为 三 链 形成 的 
特征 变化 (Riley 等 ，1966; Steven 等 ，1987) 。 温 
度 继续 升 高 ， 最 大 吸收 峰 逐 渐 回复 到 258 nm， 同 时 
O.D 也 升 高 ， 并 显示 明显 的 温度 跃迁， 
Tm= 73.5C， 说 明 为 辩 状 DNA。 见 图 2b 及 图 3. 


Fig. 3 


Abs 





3 pH4.4 时 变性 样品 的 UV 吸收 曲线 
UV absorbancy curves for de- 
natured 4-DNA (6H4.4) 

: 15C; 一 : 43C; -一 


73.5TC 


“四 、 温 度 对 +-DNA 复 性 的 影响 ” 取 完 全 变性 的 4-DNA 样品 (19.33 pg/ ml 
pH4.4) 进行 复 性 ， 然 后 在 Am om 下 观察 Tm 值 。 实 验 结果 如 表 1 所 示 。 
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结果 表明 ，43C 比 30C， 155 复 性 更 易 观察 到 省 状 DNA 的 形成 ， 低 温 (15C ) 
复 性 可 能 有 三 螺旋 DNA 的 形成 。 


讨 论 


由 图 2、 图 3 和 复 性 实验 表明 : pH4.4，T=43 尼 是 由 单 链 DNA 形成 办 状 DNA 的 
较 佳 条 件 。 从 理论 上 说 ， 此 时 形成 三 链 有 下 列 优势 : 
1. pH4.4 时 ，C< 一 ~C” (pKa=4.45) 正好 能 满足 形成 CGC 三 碱 基 组 的 需要 。 此 
时 TAT、GGC 等 三 碱 基 组 也 能 形成 (Rajagopal 等 ， 人 
表 4-DNA 的 复 性 条 件 及 其 结 
‘Tab. 1 The condition and results for the renaturation of 1-DNA 
复 性 温度 和 时 间 
l5SC 1d .30T -1h 43C 1h 
Tm 值 (C) 24 43 73.5 43 73.5 73.5 
Tm 对 应 DNA 形式 三 螺旋 双 螺 旋 。 着 状 双 螺 旋 辩 状 关 状 


2. 由 于 形成 关 状 DNA 与 形成 双 链 DNA 一 样 ， 有 一 能 量 的 过 程 。 辫 状 DNA 的 
比 双 链 DNA 的 排列 更 为 有 序 ， 八 S" 小 ， 形 成 它 需 较 高 的 温度 以 使 人 AG'= AH-TAS' 
《0， 所 以 较 高 的 温度 有 利于 单 、 双 链 向 状 状 DNA 结构 的 转变 。 

4-DNA 复 性 时 ，43 习 是 双 链 DNA 的 熔点 ， 在 43 一 53 忆 温度 范围 内 DNA 的 单 链 
有 足够 的 能 量 运动 、 相 互 作 用 。 加 之 在 pH4.4 条 件 下 ， 具 备 以 氨 键 结合 形成 稳定 因 状 
结构 的 微 环 境 ， 故 观察 到 O.D 值 明显 下 降 ， 最 大 吸收 波长 红 移 。 当 温度 继续 升 高 时 ， 
则 辩 状 三 链 DNA 也 开始 分 解 ， 出 现 明显 的 增色 效应 ，Tm=73.5C、。 

同时 本 实验 也 表明 ，< 过 15C ，pH4.0 一 6.0 的 复 性 条 件 也 可 能 利于 由 单 链 间 或 单 链 
与 双 链 间 形 成 三 螺旋 DNA。 因 为 在 本 实验 条 件 下 ， 三 螺旋 DNA 的 Tm 较 低 
(24C )， 而 在 室温 (20 一 25C) 下 用 STM 观察 时 ， 三 螺旋 DNA 处 于 不 稳定 状态 ， 三 
螺旋 解 开 第 3 条 链 或 处 于 半 解 开 状 态 ， 所 以 白 春 礼 等 (1990) 在 室温 下 观察 到 的 主要 
是 : 具有 较 高 热 稳定 性 的 办 状 DNA， 双 链 片段 与 三 链 因 状 结构 片段 的 衔接 结构 ， 右 手 
双 螺 旋 与 左手 双 螺 旋 结 构 片 段 的 衔接 结构 以 及 双 螺 旋 的 三 级 结构 ， 而 较 难 观察 到 三 螺旋 
DNA. 

综 上 所 述 ， 我 们 认为 : 对 4+-DNA， 单 、 双 、 三 链 DNA， 在 适当 条 件 下 可 能 存在 
随 复 性 温度 的 高 低 而 相互 转化 的 过 程 :在 去 离子 水 中 ， 一 般 地 ，《24 忆 对 稳定 三 螺旋 较 
有 利 ; 《43 对 稳定 双 链 较 有 利 ; 《73.S 对 稳定 辫 状 DNA 较 有 利 ; 二 73.5C 时 DNA 
主要 以 单 链 形式 存在 。 可 概括 表示 如 下 : 

24C 43C 73.5C 
三 螺旋 DNA<- 一 - 双 螺 旋 上 + 单 链 < 一 ~3 单 链 < 一 > 着 状 DNA 

而 Bai.Chunli (1993) 文中 STM 观察 到 的 双 螺 旋 结构 片段 与 三 链 关 状 结构 片段 的 

衔接 结构 ， 左 、 右 双 螺 旋 片 段 的 衔接 结构 等 可 能 即 为 上 述 转化 过 程 中 的 过 滤 态 。 
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本 文 以 4~-DNA 为 材料 ， 对 双 螺 旋 、 单 链 、 三 螺旋 、 三 链 辫 状 DNA 等 结构 的 形成 
及 某 些 紫外 光谱 特性 进行 了 探讨 。 由 于 方法 的 局 限 性 ， 对 三 链 因 状 DNA 形成 的 分 子 机 
理 有 待 进一步 深入 研究 。 
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. In this paper, the UV spectrum on the A4~DNA denatured structure has been stu- 
died. The results show that Tm for braid-like DNA (in deionised water) was 
73.5C ; wich was higher than Tm for triplex DNA(24+ 0.5C ) and duplex DNA 
(43+0.5C ) . It was advantage to form the braid-—like DNA under a lower pH 
(4.4) and higher temperature (43C) for 4~-DNA renaturation. 
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